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(57) Abstract 

The invention concerns a method of stabilizing molecules, or parts of molecules, which are sensitive to hydrolysis, in particular 
hydrolysis-sensitive labels or label-ccmtaining tracers in aqueous solutions. Ttie invention also concerns kits for carrying out immunological 
assays making use of the method proposed. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Stabilisierung von hydrolyseempfindlichen Molektllen oder Molekttlteilen. 
Insbesondere betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Stabilisierung von hydrolyseempfindlichen Labeln bzw. Label-haltigen Tracern 
in waBrigen LOsungen. Femer betrifft die Erfindung Kits zur DurchfUhrung von immunologischen Nachweisverfahren unter Einsatz der 
genannten Verfahren. 
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Verfahren zur Stabilisierung von hydrolyseempfindlichen MolekUlen oder 
MolekUlteilen 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Stabilisierung von hydroly- 
seempfindlichen Molekulen oder Molekulteilen. Insbesondere betrifft die Erfin- 

■ ♦ 

dung ein Verfahren zur Stabilisierung von hydrolyseempfindlichen Labeln bzw. 
Label-haltigen Tracern in w§Brigen LOsungen. 

Immunologische Nachweisverfahren haben in der in vitro Diagnostik eine hohe 
Bedeutung erlangt. Ursache dafur ist, daG sie hochspezifisch und SuRerst 
empfindlich sind. Zudem zeichnen sich diese Verfahren durch eine einfache 
Handhabung aus. Die Nachweisverfahren beruhen auf der immunologischen 
Wechselwirkung zwischen dem nachzuweisenden Analyten und seinem Bin- 
dungspartner bzw. seinen Bindungspartnem. 

■ 

Im Falle der "Sandwich-Assays" wird der Analyt von zwei verschiedenen Anti- 
korpern sandwichartig gebunden. Einer der beiden AntikSrper tragt eine Mar- 
kierung, wodurch seine Konzentration und damit die des Sandwichkomplexes 
bestimmt werden kann. Im Falle kleiner Analyte scheidet das Sandwich-Verfah- 
ren aus, da aus sterischen Grunden nicht gleichzeitig zwei verschiedene Anti- 
korper am Analyten binden konnen. Hier finden in der Regel die kompetitiven 
Assays Anwendung. Dabei konkurrieren der Analyt und ein synthetisches Deri- 
vat des Analyten urn die Bindungsstellen des Antikflrpers. Markiert wird in der 
Regel entweder das Analytderivat (klassisch kompetitives Verfahren) oder der 
AntikSrper. 

GebrSuchliche Markierungen sind z.B. radioaktive Isotope oder lumineszieren- 

■ 

de (fluoreszierende, phosphoreszierende, chemilumineszierende, biolumines- 
zierende usw.) oder zur Absorption befahigte Substanzen. Das markierte Rea- 
gens (Antikorper, Analytderivat) wird im folgenden als Tracer bezeichnet. 

Die Aufbewahrung des Tracers erfolgt haufig in einer fur den Anwender ge- 
brauchsfertigen waBrigen Losung. Da es sich in vielen Fallen bei den Labeln 
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um nicht hydrolyseresistente Substanzen handelt, bedeutet die Aufbewahrung 
in waliriger Losung in der Regel eine ungewollte Begrenzung der Haltbarkeit. 
Diese Sufcert sich vor allem in einer mit zunehmender Lagerzeit abnehmenden 
Signalhohe bei der Messung. AIs Konsequenz wird h§ufig die Haltbarkeits- 
dauer des gesamten Kits verringert 

Der vorliegenden Erfindung lag somit das technische Problem zugrunde, ein 
Verfahren bereitzustellen, das die Hydrolyseempfindlichkeit von Molekulen, 
Molekulteilen und insbesondere als Label in immunologischen Nachweisver- 
fahren verwendeten Substanzen herabsetzt. 

Die Losung dieses technischen Problems erfolgt durch die Bereitstellung der in 
den Patentanpruchen gekennzeichneten Ausfuhrungsformen. Es wurde uber- 
raschenderweise festgestellt, daft der Zusatz von gegen die zu stabilisierenden 
Molekule, Molekulteile oder Label gerichteten Antikorpern die Hydrolyseemp- 
findlichkeit der genannten Substanzen betrachtlich herabsetzt. Die Schutzwir- 
kung vor der Hydrolyse beruht vermutlich darauf, dali der Angriff hydrophiler 
Teilchen (H2O, OH"", H30 + ) aus sterischen Grunden und/oder durch Schaffung 
einer hydrophoben Umgebung erschwert wird. Eine derartige Schutzwirkung 
vor Hydrolyse erstreckt sich also grunds§tzlich auf samtliche hydrolyseemp- 
findlichen Molekule, MolekGlteile oder Label, vorausgesetzt, daB gegen diese 
Substanzen Antik6rper erzeugt werden kfinnen, urn das erfindungsgemSISe 
Verfahren ausfuhren zu k6nnen. 

Somit betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Stabilisierung von hydrolyseemp- 
findlichen Molekulen oder MolekQIteilen in waiiriger Losung, das dadurch ge- 
kennzeichnet ist, dafi der waftrigen Molekul- oder Molekulteillosung gegen die 
Molekule oder Molekulteile gerichtete Antikorper zugesetzt werden. Unter dem 
Begriff "Stabilisierung" ist im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung 
eine Verhinderung oder Verlangsamung der Hydrolyse eines Molekuls, Mole- 
kulteils oder Labels zu verstehen. Unter dem Begriff "Molekul" ist ein durch 
chemische Bindungen zusammengehaltenes Teilchen zu verstehen, das zwei 
oder mehrere gleichartige oder ungleichartige Atome umfaSt. Im Zusammen- 
hang mit der vorliegenden Erfindung fallen auch lonen oder Radikale der Mole- * 
kule unter diese Bezeichnung. Unter dem Begriff "MolekQIteil" sind Teile dieses 
Molekuls zu verstehen, die durch Abspaltung von dem gesamten Molekul ent- 
stehen konnen. Der Begriff "hydrolyseempfindlich" bezeichnet im Zusammen- 
hang mit der vorliegenden Erfindung die Fahigkeit einer Verbindung, hier eines 
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Molekuls, MolekQIteils, eines Labels Oder Tracers, eine chemische Reaktion 
unter Beieiligung von H2O und/oder H30 + und/oder OH" einzugehen, die zu 
einem unerwunschten, d.h. einem nicht mehr signalfahigen Oder eingeschrSnkt 
signalfShigen Produkt fuhrt 

Unter dem Begriff "Antikorper" sind monoklonale oder polyklonale Antikdrper zu 
verstehen. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfmdung fallen auch chi- 
mSre Antikorper, bispezifische Antikorper, Antikorperfragmente (z.B. (Fab , )2, 
Fab, Fv) (semi)kynthetische und chemisch modifizierte Antikorper oder Anti- 
kQrperfragmente unter diesen Begriff. 

Das erfindungsgemaiie Verfahren ermOglicht eine betrSchtliche Erhdhung der 
Stability in wSGriger L6sung von hydrolyseempfindlichen Molekulen oder Mo- 
lekulteilen, gegen die Antikorper gerichtet werden kdnnen. 

Die Erfmdung betrifft insbesondere ein Verfahren zur Stabiiisierung von in im- 
munologischen Nachweisverfahren verwendeten Labeln. Unter dem Begriff 
"Label" wird im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfmdung eine Markie- 
rung, ein Marker bzw. ein Signalgeber in Molekulform verstanden. Dieses Label 
kann eine zur Lumineszenz, Fluoreszenz, Phosphoreszenz, Chemilumines- 
zenz, Biolumineszenz oder Elektrolumineszenz befahigte Gruppe sein. Insbe- 
sondere ist ein Label ein Acridiniumester, ein Acridiniumacylsulfonamid, ein 
Luminol oder dessen Derivate, ein Isoluminol oder dessen Derivate, ein Dioxe- 
tan, ein Luciferin, ein Oxalsdureester oder ein Oxalsaureamid. Das erfindungs- 
gemSfce Verfahren ermdglicht so eine betr§chtliche Erhohung der Stability mit 
einem Label markierter Tracer, die beispielsweise in Nachweisverfahren insbe- 
sondere in immuhologischen Nachweisverfahren Verwendung finden kflnnen. 

Die Erfindung betrifft auGerdem einen Kit enthaltend ein hydrolyseempfindli- 
ches Molekul oder einen hydrolyseempfindlichen Molekulteil und einen dage- 
gen gerichteten stabilisierenden AntikSrper. Insbesondere betrifft die Erfindung 
einen Kit, wobei der zu stabilisierende Molekulteil ein Label bzw. das zu stabi- 
lisierende Molekul ein Tracer ist. Der erfindungsgemSlie Kit kann vorzugsweise 
in einem immunblogischen Nachweisverfahren verwendet werden. In einer be- 
sonders bevorzugten Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung einen Kit zum 
Ausfuhren eines kompetitiven immunologischen Nachweisverfahrens, umfas- 
send ein Analytderivat und einen Antikorper, wobei entweder das Analytderivat 
oder der Antik6rper mit einem Label markiert ist und einen gegen das Label ge- 
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richteten Antikorper. In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungs- 
form betrifft die Erfindung einen Kit zur Durchfuhrung eines Sandwichtests, 

* 

umfassend zwei gegen den Analyten gerichteten Antikorper, die unterschiedli- 
che Epitope des Analyten binden und wobei einer der Antikfirper mit einem 
Label markiert ist sowie Qinen gegen das Label gerichteten AntikSrper. 

Die gegen den Analyten gerichteten Antikorper konnen polyklonalen, monoklo- 
nalen, chimaren, synthetischen oder semisynthetischen Ursprungs sein. 

* 

Schlieftlich betrifft die Erfindung einen wie vorstehend definierten Kit, wobei der 
gegen das Molekul, das Molekulteil oder das Label gerichtete Antikdrper, ein 
monoklonaler Antikorper, ein polyklonaler AntikSrper, ein chimSrer Antikdrper 
ein, synthetischer oder semisynthetischer, ein Antikorperfragment, ein che- 
misch modifizierter Antikorper oder ein chemisch modifiziertes Antikfirperfrag- 
ment ist. 

Die folgenden Beispiele erlfiutern die Erfindung. 
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Belspiel 1 



Stabilisierung eines Anti-PSA-Tracers 

» 

Schritt 1 : Herstellung eines monokionalen Antikfirpers gegen ein luminogenes 
Acridiniumacylsulfonamid-Label 

Fur die Herstellung monoklonaler AntikSrper wurden BALB/c-MSuse subcutan 
oder intraperitoneal mit 10 pg Acridiniumacylsulfonamid-BSA injiziert, das in 
komplettem Freund's Adjuvans emulgiert war. Es folgten 4 bis 5 zusatzliche 
Immunisierungen ohne Adjuvans (im Abstand von jeweils vier Wochen). Die 
letzten vier Tage vor der Fusion wurden die Mause intravenSs nachimmunisiert 
(10 pg pro Tag). 

Zur Herstellung von Hybridomen wurden die immunisierten Tiere mittels cervi- 
kaler Luxation getStet. Die Milz wurde aseptisch entfernt und auseinanderge- 
zupft, urn eine Einzelzellsuspension von Milzzellen in serumfreiem, nach Dul- 
becco modifiziertem Eagle Medium (DMEM) zu erhalten. Die Zellen wurden 
mittels Zentrifugation (5 Min.; 1800 UpM.) gesammelt und einmal in DMEM ge- 
waschen. Die Gesamtzellanzahl wurde durch HSmocytometer-Zahlung unter 
Verwendung der Trypanblau-Exklusionstechnik bestimmt. Die als Fusionspa- 
rameter verwendeten Maus-Myelomzellen (Sp2/0) wurden zweimal in serum- 
freiem DMEM gewaschen, mittels Zentrifugation gesammelt (10 Min. ( 1000 
UpM.) und gezShlt wie vorstehend fur die Milzzellen beschrieben. 

* 

Etwa 10 8 Milzzellen wurden mit 2 x 10 7 Sp2/0 Maus-Myelomzellen gemischt. 
Nach 10-minutiger Zentrifugation bei 1000 UpM. wurde der Oberstand entfernt 
und 1 ml Polyethylenglycol (PEG 4000, Firma Merck, 50 % ) in das Gef§tt mit 
dem Pellet gegeben. Das Pellet wurde dann unter leichtem Klopfen resuspen- 
diert und 1 Minute bei 37 °C inkubiert. 10 ml serumfreies DMEM wurden trop- 
fenweise unter leichtem Klopfen zugegeben und das Gemisch 2 bis 4 Minuten 
inkubiert. Die fusionierten Zellen wurden anschliefJend 10 Minuten bei 1000 
UpM. zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde in 20 % fatalem KSIberserum 
(FCS) und HAT (Hypoxanthin 0,1 mM; Aminopterin 0,4 |jM; Thymidin 16 pM) 
enthaltendem DMEM suspendiert und auf Kulturplatten (Nunc) mit 24 Vertie- 
fungen mit einer n§herungsweisen Konzentration von 5 x 10^ - 10® Zellen pro 
Vertiefung ausplattiert. Nach 2 bis 3 Wochen wurden einzelne Zellkolonien aus 
den einzelnen Vertiefungen entnommen und in Vertiefungen einer neuen Kul- 
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turplatte kultiviert. 

Die Kulturuberstande wurden auf antigenspezifische Antikorper mittels der EIA- 
Technik abgesucht. Jede mit Acridinium-BSA (3 pg/ml) beschichtete Vertiefung 
einer Mikrotiterplatte wurde mit 100 jjI des Oberstandes gefullt und 1 Stunde 
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Waschen wurden 100 jjI eines Ka- 
ninchen-Anti-Maus-Antikorper-POD-Konjugats fur eine zusatzliche Stunde bei 
Raumtemperatur zugegeben. Nach 30 Minuten Inkubation mit dem Substrat 
. wurde die Farbentwicklung bei 492 nm auf einem Behring-ELISA-Prozessor . 
(BEP) abgelesen. Hybridome, die Antikorper mit einer geeigneten Antigen- 
spezifitat herstellen, wurden ausgewahlt und unter Verwendung eines Einzel- 
zellmanipulators kloniert. Zur Herstellung grofcer Mengen monoklonaler Anti- 
kSrper wurden die Klone in Massenkultur vermehrt. Die anschlieliende Reini- 
gung der einzelnen monoklonalen Antikorper wurde mittels Protein A-Chro- 
matographie durchgeftihrt 

Schritt 2: Herstellung eines Anti-PSA-Tracers 

0,1 mg eines Anti-PSA-MAK (monoklonaler Antikorper, der gegen das Prostata- 
spez'rfische Antigen (PSA) gerichtet ist; beispielsweise BW 92-284/03, Beh- 
ringwerke AG) wurden in 0,7 ml 0,1 .molarem Phosphatpuffer (pH 8,0) gelfist. 
Zu dieser LOsung wurden 30 pi einer MarkierungslSsung (0,1 mg Acridiniu- 
macylsulfonamid (mit N-Succinimidyl-Reaktivgruppe) pro ml Acetonitril) gege- 
ben und die Reaktionslfisung 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. An- 
schlielSend wurden 0,3 ml einer wSIJrigen Lysin-Ldsung (10 mg/ml) zugegeben 
und weitere 15 Minuten inkubiert. Der Tracer wurde gelchromatographisch 
(Sephadex G 25) gereinigt. 

Der gereinigte Tracer wurde schliefclich in einer Konzentration von 600 ng/ml in 
einem 0,05 M Tris/HCI Puffer (pH 7,4; 2 g Rinderserumalbumin, 8,8 g NaCI und 
0,5 g Natriumazid pro Liter) gelost. 

* * 

Schritt. 3: Stabilisierung der Tracer-Losung 

Tracer-L6sung A: Zur Stabilisierung wurden der Tracer-Lfisung (Schritt 2) anti- 
Label-Antikorper (BW 90-9/016, erhalten in Schritt 1, DSM ACC 2183) in einer 
Konzentration- von 1 pg/ml zugesetzt 
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Tracer-Lfisung B: Bei der Vergleichslosung wurde kein anti-Label-Antik6rper 
zugesetzt 

Eraebnis 

Nach funfwfichiger Lagerung der Tracer-Lfisung A und B bei 37 °C blieb die 
. . Anfangssignalaktivitat im Falle von Tracer-Lflsung A praktisch unverandert und 
sank im Falle von TraceM-fisung B urn 87 % (Figur 1 ). 



Beispiel 2 

Stabilisierung eines anti-T3-Tracers 

Schritt 1: Herstellung eines monoklonalen Antikdrpers gegen ein luminogenes 
Acridiniumacylsulfonamid-Label (EP-A-0 257 541 und EP-A-0 330 
050) 

Der monoklonale Antikfirper wurde nach dem in Schritt 1 des Beispiels 1 erl§u- 
terten Verfahren hergestellL 

Schritt 2: Herstellung eines anti-T3-Tracers 

0,1 mg anti-T3-MAK, ein gegen das Schilddrusenhormon Triiodthyronin (T3) 
gerichteter monoklonaler Antik6rper (ImmunoGen International Ltd., Best. Nr. 
13-3 D8-38, Gateshead, UK), wurde in 0,7 ml 0,1 molaren Phosphatpuffer 
(pH 8,0) gelost. Zu dieser LSsung wurde 5 pi einer MarkierungslOsung (1 ,0 mg 
Acridiniumacylsulfonamid (mit N-Succinimidyl-Reaktivgruppe) pro ml Acetoni- 
tril) pipettiert und die Reaktionslosung 15 Minuten bei Raumtemperatur inku- 
biert. AnschlieSend wurden 0,3 ml einer wafSrigen Lysin-Losung (10 mg/ml) zu- 
gegeben und weitere 15 Minuten inkubiert. Der Tracer wurde gelchromato-gra- 
phisch (Sephadex G 25) gereinigt. 

» 

Schritt 3: Herstellung der Tracer-Losung 

Der gereinigte Tracer (Schritt 2) wurde in einer Konzentration von 90 ng/ml in 
einem 0,05 M Tris/HCI-Puffer (pH 7,4; 2 g Rinderserumalbumin, 8,8 g NaCI, 
0,25 g ANS (8-Anilino-naphthalin-1-sulfonsaure) und 0,5 g Natriumazid pro Li- 
ter) gelSst 
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Schritt 4: Stabilisierung der Tracer-Losung 

Tracer-Losung A: Zur Stabilisierung wurden der Tracer-Ldisung (Schritt 3) anti- 
Label-Antikorper (BW 90-9/016, DSM ACC 2183, Schritt 1) in einer Konzentra- 
tion von 1 pg/ml zugesetzt. 

Tracer-LGsung B: Bei der Vergleichsldsung wurde kein anti-Labe!-Antik6rper 
zugesetzt. 

Eraebnis 

Figur 2 zeigt Standardkurven, die mit den beiden Tracern nach vierwfichiger 
Lagerung bei 37 °C erhalten wurden. Die Signalhfihe liegt im Falle der Tracer- 
Ldsung A deutlich uber der von Tracer-Losung B. 

Beispiel 3 

Stabilisierung eines T3-Tracers 

Schritt 1: Herstellung eines monoklonalen Antikorpers gegen ein luminogenes 
Acridiniumsulfonamid-Label (EP-A-0 257 541 und EP-A-0 330 050) : 

Der monoklonale Antik6rper wurde nach dem in Schritt 1 des Beispiels 1 eriSu- 
terten Verfahren hergestellt. 

Schritt 2: Herstellung eines T3-Tracers 

40 mg Kaninchen-IgG wurden in 8 ml PBS-Puffer, pH 7,2, gel6st. Es wurden 8 
ml 0,2 M LiB03-L6sung (Wasser mit 20 % Dioxan) und 0,22 ml GMBS-L6sung 
(10 mg gamma-Maleinimidobutansaure-N-succinimidylester/ml Dioxan) zuge- 
setzt Nach 1 Stunde bei Raumtemperatur wurde uber eine Biogel P2-S3ule ent- 
salzt. Das resultierende Eluat ("Losung 1") hatte ein Volumen von etwa 20 ml. 

6,9 mg Triiodthyronin (T3) wurden in 0,69 ml DMSO gelost. Es wurden 10 pi N- 
Ethylmorpholin und 2,1 mg SAMS A (S-AcetylmercaptobemsteinsSureanhydrid), 
gelost in 0,1 ml DMSO, zugegeben. Nach 30 Minuten wurden 0,1 ml 1 M wSB- 
rige Hydroxylamin-Losung zupipettiert. Die Losung ( H L6sung 2") wird 15 Minu- 
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ten bei Raumtemperatur inkubiert. Lfisung 1 und Losung 2 wurden gemischt 
und 3 ml DMSO zugegeben. Nach 2 Stunden wurde mittels Biogel P6 entsalzt 
und das Konjugat lyophilisiert 

0,1 mg des lgG-T3-Konjugats wurden in 0,7 ml 0,1 molaren Phosphatpuffer (pH 
8,0) gelost. Zu dieser Lflsung wurden 10 pi einer MarkierungslSsung (0,1 mg 
Acridiniumacylsulfonamid (mit N-Succinimidyl-Reaktivgruppe) pro ml Acetonitril) 
pipettiert und die Reaktionsldsung 1 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschliefcend wurden 0,3 ml einer wSRrigen Lysin-Losung (10 mg/ml) zugege- 
ben und weitere 1 5 Minuten inkubiert. Der Tracer wurde gelchromatographisch 
(Sephadex G 25) gereinigt: 

Schritt 3: Herstellung der Tracer-L6sung 

Der gereinigte Tracer (Schritt 2) wurde in einer Konzentration von 30 ng/ml in 
einem 0,05 M Tris/HCI Puffer (pH 7,4; 2g Rinderserumalbumin, 8,8 g NaCI, 
0,25 g AIMS und 0,5 g Natriumazid pro Liter) gelOst. 

Schritt 4: Stabilisierung der Tracer-LSsung 

Tracer-Lflsung A: Zur Stabilisierung wurden der Tracer-LSsung (Schritt 3) anti- 
Label-AntikOrper (BW 90-9/016, DSM AACC 2183, Schritt 1) in einer Konzen- 
tration von 1 pg/ml zugesetzt. 

Tacer-Losung B: Bei der Vergleichslosung wurde kein anti-Label-Antikorper 
zugesetzt. 

Eraebnis 

Figur 3 zeigt Standardkurven, die mit den beiden Tracern nach 4-wflchiger La- 
gerung bei 37 °C erhalten wurden. Die Signalh6he liegt im Falle der Tracer-L6- 
sung A deutlich uber der von Tracer-LSsung B. 

Beispiel 4 

Vergletch verschiedener anti-Label-Antikorper 

Die untersuchten anti-Label-Antik6rper zeigten zum Teil ein sehr unterschiedli- 
ches Verhalten bezQglich ihrer FShigkeit, Tracer zu stabilisieren (Figur 4a) und 
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bezuglich der Kinetik der Lichtemission. Figur 4b zeigt die Lichtausbeute der 
verschiedenen anti-Label-Antik6rper in Abhangigkeit von der MeBzeit. 

Das nachfolgend aufgefuhrte Hybridom wurden bei der DSM in Braunschweig 
hinterlegt. Die Bezeichnung des von diesem Hybridom produzierten Antikdr- 
pers entspricht der des Hybridoms. 

Hybridom DSM-Hinterlegungsnummer Datum der Hintertegung 

BW 90-342-9-01 6 21 83 21 .07.94 



Die Figuren zeigen: 

Figur 1 : Signalstabilitat des anti-PSA-Tracers nach Lagerung bei 37 °C; mit und 
ohne Zusatz von anti-Label-Antikorpern; RLU bedeutet relative Licht- 
einheiten. 

Figur 2: T3-SPALT (solid phase antigen luminescence technique; Festphasen- 
antigen-Lumineszenzverfahren)-Assays, DurchfOhrung mit 4 Wochen 
bei 37 °C gelagerten Tracern. Der SPALT-Assay ist ein kompetitiver 
Lumineszenzimmuntest, bei dem ein markiertes Analytderivat 
(=Analyttracer) mit dem zu bestimmenden Analyten urn die Bindungs- 
stellen eines markierten AntikSrpers (Antikorpertracers) konkurriert. 

Figur 3: T3-LIAs (Lumineszenzimmuntest), DurchfOhrung mit 4 Wochen bei 

37 ° C gelagerten Tracern. Der LIA ist ein kompetitiver Lumineszenzim- 
muntest, bei dem ein markiertes Analytderivat (=Analyttracer) mit dem 

• * * 

zu bestimmenden Analyten urn die Bindungsstellen eines (hier fest- 
phasengebundenen) Antik6rpers konkurriert. 

Figur 4a: Unterschiedliche Stabilisierungswirkung verschiedener anti-Label- 
Antikorper. 

Figur 4b: Lichtausbeuten eines anti-PSA-Tracers in Abhangigkeit vom zuge- 
setzten monoklonalen anti-Label Antikorper. 
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PatentansprOche 

1 . Verfahren zur Stabilisierung von hydrolyseempfindlichen Molekulen oder 
MolekQIteilen in waliriger Ldsung, dadurch gekennzeichnet, dali der waB- 
rigen MolekQI- oder Molekulteillosung gegen die Molekule oder Molekul- 
teile gerichtete Antikorper zugesetzt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dali das hydroly- 
seempfindliche Molekul oder der hydrolyseempfindliche Molekulteil ein in 
immunologischen Nachweisverfahren verwendetes Label ist. 

■ 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dali das Label eine 
zur Lumineszenz, Fluoreszenz, Phosphoreszenz, Chemilumineszenz, 
Biolumineszenz, Absorption oder Elektrolumineszenz befShigte Gruppe 

ist 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da& das Label ein 
Acridiniumester, ein Acridiniumacylsulfonamid, ein Luminol, ein Isoluminol 
oder deren Derivate, ein Dioxetan, ein Luciferin, ein Oxalsaureester oder 
ein OxalsSureamid ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB der gegen das Molekul, das MolekOlteil oder das Label gerichtete 
AntikSrper ein mohoklonaler Antikorper, ein polyklonaler Antikorper, ein 
chim§rer Antikorper, ein (semi)synthetischer AntikSrper, ein Antikorper- 
fragment oder ein chemisch modifizierter Antikdrper oder ein chemisch 
modifiziertes Antikorperfragment ist. 



6. Kit enthaltend ein hydrolyseempfindliches Molekul oder einen hydrolyse- 
empfindlichen Molekulteil und einen dagegen gerichteten stabilisierenden 
Antikfirper. 

7. Kit nach Anspruch 6, wobei das zu stabilisierende Molekulteil ein Label 
ist. 

♦ 

8. Kit nach Anspruch 7, wobei der Kit zur Verwendung in einem immunologi- 
schen Nachweisverfahren dient. 



« 

» i 

WO 96/00284 PCT/EP95/02446 

-12- 

9. Kit nach Anspruch 8, wobei das immunologische Nachweisverfahren ein 
kompetitives immunologisches Nachweisverfahren ist, umfassend ein 
Analytderivat und einen Antikorper, wobei entweder das Analytderivat 
Oder der Antikorper mit einem Label markiert ist, und einen gegen das 
Label gerichteten Antikorper. 

1 0. Kit nach Anspruch 8, wobei das immunologische Nachweisverfahren ein 
Sandwichtest ist, umfassend zwei gegen den Analyten gerichtete Antiker- 
per, die unterschiedliche Epitope des Analyten binden und einer der Anti- 
korper mit einem Label markiert ist, und einen gegen das Label gerichte- 
ten AntikSrper. 

11. Kit nach einem der Anspruche 6 bis 1 0, wobei der gegen das MolekQI, 
den Molekulteil Oder das Label gerichtete Antikorper ein monoklonaler 
Antikorper, ein polyklonaler Antikorper, ein chimarer AntikGrper, ein 
(semi)synthetischer Antikorper, ein AntikSrperfragment Oder ein chemisch 
modifizierter Antikorper oder ein chemisch modifiziertes Antikorperfrag- 
ment ist 
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Fig. 3 
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(54) Bezachnung: VERFAHRHN ZUR STABILISIER UNO VON HYDROLYSEEMPFINDUCHEN MOLBKCLEN ODER 

MOLEKOLTEILEN 

(57) Abstract 

The invention concerns a method of stabilizing molecules, or parts of molecules, which are sensitive to hydrolysis, in particular 
hydrolysis-sensitive labels or label- containing tracers in aqueous solutions. The invention also concerns kits for carrying out immunological 
assays making use of the method proposed. 

(57) Zusammenfessung 

Die voriiegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Stabiiisierung von hydrolyseempfindlichen Molekulen oder Molekulteilen. 
Insbesondere betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Stabiiisierung von hydrolyseempfindlichen Labeln bzw. Label-haltigen Tracem 
in wafirigen Losongen. Femer betrifft die Erfindung Kits zur Durchfuhrung von immunologischen Nachweisverfahren unter Einsatz der 
genannten Verfahren. 



